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ANALISE QUANTITATIVA DE MASTOCITOS E DE
GRANULOCITOS EOSINOFILOS NO MIOCARDIO DE
RATOS WISTAR CRONICAMENTE INFECTADOS PELO
TRYPANOSOMA CRUZI. CONTRIBUICAO AO
CONHECIMENTO DA FIBROSE MIOCARDIA

Maria da Conceigiio Nascimento Pinheiro, Paulo Sérgio Siebra Beraldo, Luiz
Fernando Junqueira Jinior, Edison Reis Lopes e Edmundo Chapadeiro

Foifeito o estudo quantitativo de mastécitos e de granuldcitos eosindfilos no miocdrdio
de 40 ratos albinos Wistar. Trinta animais encontravam-se nafase tardia da infecgdo (8- més)
produzida pelas cepas Sdo Felipe, Y e Colombiana do Trypanosoma cruzi, e apresentavam
graus varidveis de miocardite cronica, 10 ratos serviram como controles. Miocardite cronica
fibrosante (fibrose) ocorreu em 40% dos animais infectados e detectou-se aumento do nimero
de mastdcitos nos animais. chagdsicos, o qual se associou a infeccdo mas ndo a fibrose
miocdrdica. Néo se constatou aumento do niimero de eosindfilos.

Palavras-chaves: Doenga de Chagas. Fibrose miocdrdica. Mastdcitos. Granulécitos

eosindfilos.
Tem-se atribuido a fibrose miocdrdica papel Chagas.
importante na insuficiéncia cardfaca da doenga de A finalidade deste trabalho é investigar a presenga
Chagas, a qual resultaria de uma continua produgio e o papel dos mastGcitos e granuléeitos eosinéfilos,
de coldgeno no foco inflamatério* °. De modo na fibrose miocdrdica, do rato chagdsico crénico.

similar admitem alguns® 25 que a fibrose das
musculares préprias do tubo digestivo poderia ser

também um dos fatores patogenéticos do MATERIAL E METODOS
megaesdfago e do megac6lon observados na mesma
doenga. : Consta de corag¢des de 40 ratos albinos Wistar,
Na tripanosomiase cruzi, humana e 30 na fase tardia (por volta de 8 meses) de infecgdo
experimental, tanto no coragdo como no esdfago, chagdsica, produzida por via intraperitonial pelas
temsido relatado aumento do mimero de mastdcitos, cepas Y, Sdo Felipe (12SF) e Colombiana (Col) do
ligado ounio ao processo inflamatériol 212212325 Trypanosoma cruzi e 10 ndo infectados (grupo
Quanto a participagao dos eosinéfilos, emboranio controle). Os ratos infectados foram divididos em 3

existindo estudos quantitativos, trabalhos grupos de 10 animais, inoculados com baixo, médio
identificam sua presenca tanto no coragao comono e alto in6culo correspondendo, respectivamente a
es6fago de chagdsicos cronicos! 8101113 14151617 2000-3000, 4000-5000 e 6000 parasitas/g de peso
2222425, corporal. Foi a seguinte a distribuicdo dos animais
Constata-se, portanto, nao estar clara a segundo a cepa e a intensidade do indculo:
participagdo dos mastécitos e dos eosindfilos na
fibrose que acompanhaa miocarditee ainflamagio ~ ndeulo CepaY  Cepa 12SF  Cepa Col
da musculatura do tubo digestivo na doenga de

baixo 3 3 3
médio 5 4 7
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da Faculdade de Medicina do Tridngulo Mineiro, Uberaba,
MG ¢ do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Total de animais 10 10 10
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FMTM, Av. Getilio Guaritd 130, 38025-050 Uberaba, MG. mesmas caracterfsticas quanto 2 raga, sexo, idade e
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peso dos infectados. Tanto os ratos controles como
os infectados foram sacrificados na mesma época.

O coragio de cada animal foi retirado durante
a necropsia, e apés andlise macroscépica, cortando
em duas metades; a seguir o material foi fixado em
formol neutro a 10% e incluido em parafina. De
cada bloco foram obtidos quatro cortes de 5-7um de
espessura, préximos entre si, que foram corados
pela hematoxilina-eosina (para andlise do
comprometimento geral do miocdrdio), pelo Giemsa
modificado para tecido (visando a identificagdo e
contagem de mastécitos e de eosindfilos) e pelos
métodos de Azan-Heidenhain e Sirius-red (para
estudo da fibrose).

A contagem das células e a andlise da fibrose
foram realizadas em 10 campos microscépicos
consecutivos de 200X na parede livre do tergo
médio do ventriculo esquerdo de cada corte,
correspondendo a uma drea de 8mm?.

Os dados numéricos foram submetidos aanalise
estatistica através dos testes do qui-quadrado, Mann-
Whitney e pela estatistica de Kruskal-Wallis’. Para
fins de conclusio, em termos estatisticos, adotou-se
o nivel de significancia de 0,05.

RESULTADOS

Dos 30 animais infectados, 26 (86,66%)
apresentaram miocardite crbnica (Figuras 1 e 2)
caracterizada por infiltrado de células mononucleares
(macréfagose linfécitos) e fendmenos degenerativo-
necréticos das fibrocélulas; fibrose ocorreu apenas
em 12 dos 26 animais com miocardite e foi
identificada como 4reas irregulares de neoformagéo
conjuntiva localizada no endo e perimisio, coradas
em azul pelo método de Azan-Heidenhain e
birrefringentes, alaranjadas, nas preparagdes coradas
pelo Sirius-red, observadas a polarizagdo. Trés
animais infectados com os diferentes inéculos da
cepa 12SF e um com baixo inéculo da cepa Y ndo
desenvolveram miocardite. Consideraram-se trés
tipos de fibroses: 1. focal, quando a drea ou a soma
das dreas coradas em azul alcancava até 25% do
campo examinado (Figura 3); 2. zonal, quando a
soma dessas dreas compreendia 25 a 50 % (Figura 4)
do campo miocdrdico; 3. difusa, quando as dreas
coradas em azul ultrapassavam 50% dos campos
examinados (Figura 5).
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Conforme indicado na Tabela 1, o nimero
médio de mast6citos encontrado no miocdrdio dos
grupos de animais infectados com diferentes cepas
do Trypanosoma cruzi, foi significativamente maior
(3 a 5 vezes) que no grupo controle (Figuras 6A e
B). Comparando-se as médias nos trés grupos
infectados entre si, através da estatistica de Kruskal-
Wallis (H = 3,682; gl = 2; p = 0,158638), ndo se
pode rejeitar a hipétese de igualdade; contudo néo
se deve deixar de lado a magnitude do poder
estatistico desta decisdo (erro 8 > 90 %), devido ao
pequeno nimero de observagdes.

Tabela 1 - Média e desvio-padrdo do niimero de
mastocitos no miocdrdio ventricular
esquerdo dos ratos, segundo as cepas de

T. cruzi.
Grupos Média Desvio-padrao
Controle 6,50 4,04
Y 21,00 11,57
128F 18,90 7,91
COL 29,10 14,08

Estatistica de Kruskal-Wallis = 21,196 p=0,00096

Entre os coragdes estudados, a fibrose ocorreu
em 12 (40%) dos ratos infectados e em 10% dos
controles, como indica a Tabela 2. Na Tabela 3,

Tabela 2 - Fibrose no miocdrdio ventricular esquerdo de
ratos controles e infectados pelo T. cruzi.

Fibrose
Grupos Sim Nio Total
Ne % N° % Ne %

Controle 1 10,0 9 90,0 10 100,0
Chagdsico 12 40,0 18 60,0 30 100,0
Total 13 32,5 27 67,5 40 100,0
X = 3,08 p = 0,079411
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Figura 1 - Rato chagdsico. Miocardite crénica com ninho de amastigotas do T. cruzi (seta) no interior de miocélulas.
HE 400x.

Figura 2 - Rato chagdsico. Miocardite cronica fibrosante com intenso infiltrado mononuclear. HE 400x.
Figura 3 - Rato chagdsico. Miocardite crénica com fibrose focal. Tricrémico de Heidenhain 100x.

Figura 4 - Rato chagdsico. Miocardite cronica com fibrose zonal. Tricromico de Heidenhain 100x.

Figura 5 - Rato chagdsico. Miocardite crénica com drea de fibrose difusa. Tricémico de Heidenhain 100x.

Figuras 64 ¢ 6B - Masidcitos (setas) no miocdrdio de ratos ndo chagdsico (6A) e chagdsico cronico (6B). Observar
a diferenga entre o niimero de mastocitos nos dois animais. Giemsa 400x.
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Tabela 3 - Distribuigdo da fibrose, em doze ratos, de acordo com a cepa e a intensidade do indculo.

Cepas
Inéculo Y 12-SF COL Niimero
No 9 Ne % N° % Total
Médio 4 66,66 1 50,00 4 100,00 9
Alto 2 33,33 1 50,00 - - 3
Total 6 100,00 2 100,00 4 100,00 12

constata-se que os 12 animais que apresentaram
fibrose receberam alto e médio in6culo e que 6 deles
haviamsido inoculadoscomacepaY, 2coma 12SF
e4 coma Col. Em nenhum rato infectado com baixo
inéculo desenvolveu-se fibrose miocirdica.

A Tabela 4, mostra que a média e o desvio-
padrio do ndmero de mastScitos nos animais
infectados que apresentaram fibrose foram préximos
daqueles sem fibrose. De acordo com o teste de
Mann-Whitney = 0,004 p = 0,9427, ndo houve
diferenga significativa entre essas médias.

Tabela 4 - Média e desvio padrdo do nimero de
mastécitos nos animais infectados com
e sem fibrose miocdrdica.

Fibrose Média Desvio-padréo
Sim 22,33 11,21
Nio 22,88 12,55

Estatistica dc Mann-Whitney = 0,004 p = 0,9427

A pesquisa dos eosinéfilos revelou-se negativa
no miocdrdio dos dez coragdes controles e positiva
em sete dos trinta coragGes dos animais infectados.
Nestes iltimos, o ntimero de células variou de 1 a
4 . Os dados ndo permitem andlise estatistica.

DISCUSSAO
Nossas observagoes sugerem que o aumento do

ntimero dos mastocitos no miocdrdio dos ratos
chagdsicos por nds estudados, estd associado
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fundamentalmente a infeccio pelo Trypanosoma
cruzi e ndo a miocardite cronica fibrosante. A
t&cnica histoldgica que empregamos ndo identifica
mastécitos degranulados, mas € vilida para casos
em que se constata aumento do nimero destas
células.

Pelo fato de ndo termos observado relagdo entre
a fibrose miocdrdica e 0 aumento do nimero de
mastdcitos poder-se-ia questionar se o aumento do
nimero destas células é realmente um dos fatores
responsdveis pelo cardter fibrosante da lesdo
miocdrdicae pela fibrose das musculares do eséfago
e/ou intestino no homem, como alguns sugerem? 2!
25, Deve-se, entretanto, realgar a diversidade das
condigbes humanas e experimentais e a existéncia
de outras varidveis (como por exemplo tipos de
cepas, intensidade do indculo, etc. ) entre os diversos
trabalhos citados.

Dos animais infectados, 40% desenvolveram
fibrose miocdrdica e € importante realgar que esta s6
foi constatada nos animais infectados com médio e
alto in6culos, ndo ocorrendo em nenhum dos nove
que receberam baixo inéculo, independentemente
dacepa inoculada. Por outro lado, 60 % dos animais
infectados com a cepa Y desenvolveram fibrose, a
qual ocorreu em somente 40 % dos ratos infectados
com a cepa Col e em 20 % daqueles inoculados com
a cepa 12SF. Diante do pequeno mimero de casos,
ndo foi possivel andlise estatistica. Entretanto, os
dados dispostos na Tabela 3 sugerem que a maioria
dos casos com fibrose estd relacionada ao inéculo
médio e & cepa Y. Nio temos elementos para
explicar a fibrose miocdrdica observada em um dos
animais controle.

Aumento do ndimero de mastécitos na
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tripanossomiase cruzi foi relatado em modelos
experimentais em outras sedes que ndo o miocdrdio.
Menezes e Alcantaral? descreveram nas dreas de
reinoculag¢io, na pele de camundongos, maior
quantidade de mastdeitos e admitem ser ainflamagio
produzida pelo indculo a responsdvel pelo fendmeno.
Trabalhando com camundongos, cronicamente
infectados com a cepa “ABC” do Trypanosoma
cruzi, Tafuri e Brener?3 também constataram intenso
aumento do nimero de mastécitos, especialmente
na muscular do intestino. Tafuri e Raso??,
confirmaram ocorrer mastocitose na doenca de
Chagas experimental e langaram a hip6tese de que
estaria relacionada com a génese da fibrilopoiese.
Entretanto, na fase aguda da infecgiio de ratos
Wistar, inoculados com as mesmas cepas do
Trypanosoma cruzi por nés utilizadas no presente
estudo, Chapadeiro e cols® se referem a falta ou
escassez de mastdcitos, em contraste com sua
abundincia nos animais controles.

Com relagio aos granuldcitos eosinéfilos no
miocédrdio ndo nos foi possivel tirar conclusdes,
tendo em vista o niimero pouco expressivo daquelas
células nos ratos chagdsicos e de nio terem sido
detectadas nos controles.

Em conclusio, s3o necessdrias novas
investigacGes para procurar esclarecer o papel dos
mastécitos e dos eosindfilos na génese da fibrose
miocdrdica da doenga de Chagas, entre outras

razdes, pelo fato de que nas inflamagOes em geral,
tem-se atribuido aos mastdcitos® © 18 20 ¢ a0
granulécitos eosinéfilos'® participagdo na
colanogénese do fendmeno produtivo reparativo.

SUMMARY

We did mast cell and eosinophil granulocyte counts
in the myocardium of forty chronic chagasic Wistar
albino rats. We used 10 controls rats and 30 animals with
late stage (8”’ month) infection of Sdo Felipe, Y and
Colombian Trypanosoma cruzi strains, with variable
degree of chronic myocarditis. We found chronic fibrosing
myocarditis (fibrosis) in 40% of the infected animals. It
was detected increased mast cell count in the chagasic
rats associated with infection and not related with
myocardial fibrosis. There was no increase in the
eosinophil counts.

Key-words.: Chagas disease. Myocardial fibrosis.
Mast cell. Eosinophil granulocyte.
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